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Intisari
Latar Belakang: Streptococcus pyogenes merupakan bakteri penyebab tersering
terjadinya faringitis akut. Beberapa penelitian menunjukkan terjadinya multidrug
resistant terhadap Streptococcus pyogenes. Peningkatan resistensi bakteri
Streptococcus pyogenes terhadap antibiotik memerlukan alternatif pengobatan
yang berasal dari tanaman. Daun Paku Sisik Naga (Drymoglossum piloselloides
L.) merupakan salah satu tanaman di Indonesia yang memiliki kandungan
metabolit sekunder yang dapat berfungsi sebagai senyawa antibakteri. Tujuan:
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kandungan senyawa metabolit
sekunder, mengetahui aktivitas antibakteri, dan menentukan konsentrasi hambat
minimum infusa daun paku sisik naga (Drymoglossum piloselloides L.) dalam
menghambat pertumbuhan Streptococcus pyogenes. Metodologi: Skrining
fitokimia menggunakan metode uji tabung. Uji aktivitas antibakteri menggunakan
metode difusi cakram Kirby-Bauer dengan konsentrasi 7,5 mg/ml, 15 mg/ml, 30
mg/ml, 60 mg/ml, dan 120 mg/ml. Daun paku sisik naga (Drymoglossum
piloselloides L.) diekstraksi dengan metode infundasi menggunakan pelarut
akuades. Kontrol positif yang digunakan adalah Eritromisin 15 µg/disk sedangkan
kontrol negatif yang digunakan adalah akuades steril. Hasil: Metabolit sekunder
yang terkandung dalam infusa daun paku sisik naga (Drymoglossum piloselloides
L.) yaitu fenol, flavonoid, saponin, tanin, dan terpenoid. Infusa daun paku sisik
naga (Drymoglossum piloselloides L.) tidak menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri terhadap Streptococcus pyogenes. Kesimpulan: Infusa daun paku sisik
naga (Drymoglossum piloselloides L.) tidak memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Streptococcus pyogenes.
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Antibacterial Activity of Dragon Scales (Drymoglossum piloselloides
L.) Leaves Water Extract Against Streptococcus pyogenes
Yohanes1, Siti Khotimah2, Muhammad In’am Ilmiawan3
Abstract
Background: Streptococcus pyogenes is one of the most bacteria that caused acute
pharyngitis. Some studies show the occurrence of multidrug resistant against
Streptococcus pyogenes. The increasing of bacterial resistance against antibiotics,
including Streptococcus pyogenes, requires alternative treatments that come from
plants. Dragon Scales (Drymoglossum piloselloides L.) is one of the plants that has
secondary metabolites which have antibacterial activity. Objective: The aim of this study
was to investigate the antibacterial activity of Drymoglossum piloselloides leaves water
extract, determined the secondary metabolite compounds, and determined the minimum
inhibitory concentration (MIC) of Drymoglossum piloselloides leaves water extract to
inhibit the growth of Streptococcus pyogenes. Methods: Phytochemical screening of
water extract of Drymoglossum piloselloides leaves were performed using test tube
method. Drymoglossum piloselloides leaves were extracted with infusion method using
aquades. The testing of antibacterial activity was determined using Kirby-Bauer disc
diffusion method with the concentration of 7,5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 60
mg/ml,and 120 mg/ml. Erythromycin 15 µg/disc was used as positive control while
negative control used sterile aquades. Result: Based on phytochemical screening, water
extract of Drymoglossum piloselloides leaves contained phenols, flavonoids, saponins,
tanins, and terpenoid. Water extract of Drymoglossum piloselloides leaves didn’t showed
antibacterial activity against Streptococcus pyogenes. Conclusion: Water extract of
Drymoglossum piloselloides leaves have no antibacterial activity against Streptococcus
pyogenes.
Keywords: Antibacterial, Drymoglossum piloselloides, Streptococcus pyogenes
1LATAR BELAKANG
Streptococcus pyogenes merupakan salah satu patogen yang banyak
menginfeksi manusia. Diperkirakan 5-15% individu normal memiliki bakteri
ini dan biasanya terdapat pada saluran pernafasan, namun tidak
menimbulkan gejala penyakit. Streptococcus pyogenes dapat menginfeksi
ketika pertahanan tubuh inang menurun atau ketika organisme tersebut
mampu berpenetrasi melewati  pertahanan inang yang ada. Bila bakteri ini
tersebar sampai ke jaringan yang rentan, maka infeksi supuratif dapat
terjadi.1 Streptococcus pyogenes termasuk jenis bakteri gram positif,
bersifat nonmotil dan tidak berspora dari famili Streptococcaceae. Bakteri
ini mempunyai berbagai struktur khas berupa streptokinase, hialuronidase,
proteinase, hemolisin, polisakarida-C, protease sistein, Streptococcal
Inhibitor of Complement (SIC), Streptococcal C5a Peptidase (SCPa),
protein M, dan protein F yang mendukung sifat virulensinya.2
Faringitis streptokokus merupakan jenis faringitis yang disebabkan
oleh infeksi bakteri streptokokus grup A dengan gejala umum seperti sakit
tenggorokan, demam lebih dari 38oC, eksudat tonsilar, dan adenopati
servikal.3,4 Bakteri streptokokus β-hemolitik grup A (GAS, Streptococcus
pyogenes) merupakan bakteri paling umum menyebabkan penyakit
faringitis akut pada sekitar 15-37% kasus pada anak dan 5-10% kasus
pada orang dewasa.5,6 Faringitis streptokokus tergolong penyakit dengan
sifat penularan yang tinggi terutama melalui droplet udara yang
dikeluarkan melalui batuk dan bersin.7
Terdapat sekitar 616 juta kasus faringitis yang disebabkan
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) di seluruh dunia setiap tahunnya.8
Di Indonesia,  terdapat ± 40 juta orang mengunjungi pusat pelayanan
kesehatan karena faringitis setiap tahun.  Faringitis merupakan salah satu
penyebab utama seseorang absen bekerja atau sekolah.9 Tingkat
prevalensi kasus ISPA (Infeksi Saluran Pernapasan Akut) termasuk
penyakit faringitis di Provinsi Kalimantan Barat pada tahun 2013 mencapai
18,2%.10
2Faringitis streptokokus bisa bertahan berminggu-minggu dan 20% dari
kasus infeksi biasanya asimtomatik. Penyakit faringitis streptokokus yang
berlangsung lama tanpa adanya pengobatan yang adekuat sering
menimbulkan komplikasi-komplikasi yang mengancam jiwa. Komplikasi
penyakit faringitis streptokokus yang mungkin terjadi antara lain adalah
demam rematik yang timbul pada minggu 1-5 setelah infeksi akut pada
saluran pernafasan oleh S. pyogenes dan merupakan komplikasi paling
serius karena menimbulkan komplikasi lanjutan berupa kerusakan pada
otot jantung dan katup jantung.11 Pada negara berkembang, tingkat
kejadian demam rematik akut sangat tinggi. Diperkirakan terdapat 15,6
juta orang di seluruh dunia menderita penyakit jantung rematik dan terjadi
470.000 kasus baru dari demam rematik tiap tahunnya, dengan sekitar
230.000 kematian yang terjadi karena komplikasi lanjutannya.8,12 Selain itu
komplikasi lain terkait faringitis streptokokus, yaitu sindrom syok toksik
streptokokus (Streptococcal Toxic Shock Syndrome atau STSS) dengan
karakteristik syok, bakteremia, kegagalan organ pernafasan, dan
multiorgan lainnya dengan tingkat kematian sekitar 30% dan demam
scarlet yang sering terjadi dikarenakan eksotoksin pirogenik yang
dihasilkan oleh S. pyogenes.11
Sejak tahun 1954, S. pyogenes telah resisten terhadap antibiotik
tetrasiklin, kemudian dilaporkan juga terjadi resistensi di berbagai negara
terhadap antibiotik makrolid, termasuk juga jenis eritromisin.13,14-19 Selain
itu, mulai terdapat beberapa laporan mengenai kegagalan penisilin
sebagai obat lini pertama dalam mengobati faringitis streptokokus.20,21
Selain masalah resistensi, efek samping obat antibiotik untuk terapi
faringitis streptokokus juga merupakan masalah besar lain yang menjadi
tantangan. Penggunaan penisilin dan amoksisilin sebagai obat lini
pertama cukup sering menyebabkan reaksi alergi dengan tingkat kejadian
mencapai 10%.22-26 Reaksi alergi terberat berupa reaksi anafilaksis yang
tergolong kelompok reaksi alergi immediate (reaksi hipersensitivitas tipe
I/tipe cepat) yang terjadi akibat reaksi Immunoglobulin E (IgE) dengan
3hapten determinan minor.27 Di Amerika, kasus kejadian alergi penisilin
dapat ditemukan pada 1 orang dalam setiap 50 penduduk.28 Selain itu,
antibiotik klindamisin sebagai antibiotik alternatif pada pasien alergi
penisilin mempunyai efek samping diare pada 2-20% pasien dan kolitis
pseudomembranosa dengan tingkat kejadian 0,01-10%.27
Bertitik tolak dari masalah resistensi dan efek samping obat tersebut,
maka perlu dikembangkan tanaman obat yang berefek samping minimal
dan berpotensi untuk mengatasi penyakit faringitis streptokokus.
Penggunaan bahan alam sebagai obat tradisional sudah berlangsung
sejak ribuan tahun yang lalu terutama di sebagian besar wilayah Asia
Tenggara seperti India, Indonesia, Nepal, dan Sri Lanka. Pengobatan
tradisional ini disebut sebagai Traditional Medicine of Complementary/
Alternative Medicine (TM/CAM). Di Asia Tenggara, TM/CAM dipantau di
bawah peraturan WHO South-East Asia Region (SEAR). Saat ini,
pengobatan tradisional beserta praktisinya telah diakui oleh pemerintah
dan diatur dalam kebijakan nasional yang dilaksanakan di bawah
pantauan WHO South-East Asia Region.29
Tanaman obat di Indonesia yang berpotensi digunakan sebagai
alternatif antibiotik sangat banyak dikembangkan, salah satunya adalah
tanaman paku sisik naga (Drymoglossum piloselloides L.). Kegunaan yang
telah diketahui dari tanaman ini adalah mengobati kanker payudara,
penyakit tuberkulosis, parotitis, batuk darah/hemoptisis, keputihan/Fluor
Albus, kencing nanah, reumatik, dan sariawan/stomatitis aphtosa.
Tanaman ini juga memiliki khasiat sebagai antiinflamasi, antitoksik,
ekspektoran, dan menghentikan perdarahan (hemostatik).30
Berdasarkan penelitian Wulandari et al. (2013) dan Gede Agus et al.
(2014), ekstrak air dan etanol daun paku sisik naga (D. piloselloides L.)
mengandung metabolit sekunder berupa flavonoid, steroid, triterpenoid,
polifenol, saponin, dan tanin.31,32 Uji fitokimia menunjukkan bahwa isolat
aktif antibakteri pada daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) adalah
senyawa flavonoid yang terkandung di dalamnya.32
4Ekstrak air dan etanol daun paku sisik naga (D. piloselloides L.)
memiliki aktivitas antimikroba terhadap lima jenis bakteri: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis, dan
Salmonella enteritidis dan ekstrak kloroform memiliki aktivitas antijamur
terhadap dua jenis jamur: Trichophyton rubrum dan Trichophyton
mentagrophytes. Penelitian yang sama juga menunjukkan hasil daun
tanaman paku sisik naga (D. piloselloides L.) memiliki aktivitas antimikroba
dengan tingkat sensitivitas lebih tinggi pada bakteri gram positif daripada
bakteri gram negatif.33
Penelitian mengenai aktivitas infusa daun paku sisik naga (D.
piloselloides L.) sebagai antibakteri S. pyogenes hingga saat ini belum
dilakukan. Penggunaan daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) sebagai
tanaman obat ditujukan untuk mengembangkan jenis antibakteri baru
yang memiliki efek samping minimal terhadap patogen aktif S. pyogenes
dan untuk mengatasi permasalahan resistensi yang mungkin timbul dalam
pengobatan faringitis steptokokus. Berdasarkan hal yang telah
dipaparkan, maka perlu dilakukan penelitian mengenai aktivitas antibakteri
infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) terhadap pertumbuhan
bakteri S. pyogenes dengan metode penyarian yang secara empirik
digunakan oleh masyarakat.
METODE
Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan sejak bulan November 2015- Januari 2016.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikroskopik Fakultas Kedokteran
Universitas Tanjungpura dan Laboratorium Non-Mikroskopik Fakultas
Kedokteran Universitas Tanjungpura.
Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri atas baskom, ayakan,
gunting, pisau, jangka sorong, pinset, pipet tetes, mikropipet, tabung
5reaksi, rak tabung, cawan petri, desikator, krusibel, termometer, inkubator,
hot plate, timbangan analitik, blender, batang pengaduk, bunsen, jarum
ose, autoklaf, lemari pendingin, oven, laminary air flow cabinet, kaca
objek, kaca penutup, mikroskop, masker, dan sarung tangan. Kain lap,
talenan, penjepit, colony counter, cawan porselen, rak pengering,
sentrifugator, sikat lembut, tabung Erlenmeyer, rak pengering dari bahan
stainless, dan water bath.
Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan adalah simplisia daun paku sisik naga
(D. piloselloides L.), biakan murni bakteri Streptococcus pyogenes, media
agar darah (Blood Agar), media Mueller-Hinton Agar (MHA), spiritus, asam
asetat glasial, asam klorida pekat, asam sulfat pekat, besi (III) klorida 1%,
besi (III) klorida 5%, kalium iodida (KI), serbuk magnesium, pereaksi
Mayer, pereaksi Wagner, pereaksi Dragendroff, larutan NaCl 0,9%,
antibiotik standar eritromisin 15 µg/disk, antibiotik basitrasin 0,2 µg/disk,
larutan standar (Mc Farland 0,5), kertas saring no.1, safranin, gentian
ungu, lugol, akuades steril, alkohol, aluminium foil, kain kasa, kertas saring
Whatman no.42, kertas tisu, kertas label, kapas,  karet gelang, kertas
koran, batang lidi, dan plastik tahan panas.
Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium.
Konsentrasi infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L) yang
digunakan adalah 7,5 mg/ml, 15 mg/ml, 30 mg/ml, 60 mg/ml,dan 120
mg/ml. Kontrol positif yang digunakan adalah eritromisin 15 µg/disk dan
kontrol negatif adalah akuades steril.
6Prosedur Penelitian
Pengolahan Sampel dan Pembuatan Simplisia
Daun segar yang telah dipetik dan dikumpulkan kemudian disortir.
Sortasi dilakukan terhadap tanah dan kerikil, rumput-rumputan, bahan
tumbuhan lain atau bagian lain dari tumbuhan yang tidak digunakan, dan
bagian tumbuhan yang rusak. Setelah itu, daun dicuci dengan air bersih
yang mengalir. Tahap berikutnya, daun dirajang kemudian dijemur di
bawah sinar matahari tidak langsung selama 3 sampai 4 hari. Daun
kemudian diletakkan pada rak-rak pengering berupa stainless steel yang
harus dijaga kebersihannya. Penyebaran bahan di atas rak pengering
harus dilakukan setipis mungkin agar cepat kering. Pengering diatur pada
suhu 400C-600C selama 48 jam. Setelah kering, daun-daun yang telah
menjadi simplisia itu disortasi kering dengan cara memisahkannya dari
simplisia yang terlalu gosong, rusak, atau terkena kotoran. Kemudian
dilakukan pengecilan ukuran dengan menggunakan blender dan disimpan
di dalam wadah yang tertutup, kering, dan bersih dan dijauhkan dari sinar
matahari secara langsung.34
Pembuatan Infusa Daun Paku Sisik Naga
Infusa dibuat dengan metode infundasi dengan cara membuat larutan
stok dengan konsentrasi 120 mg/ml dengan cara memasukkan 12 gram
serbuk simplisia daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) ke dalam 100
ml akuades dalam Erlenmeyer. Erlenmeyer diletakkan dalam gelas beker
berisi air dan dipanaskan di atas Hot plate selama 15 menit dihitung
setelah larutan mencapai suhu 90oC. Sambil diaduk, air rebusan disaring
dengan menggunakan kain flanel steril ke dalam erlenmeyer steril. Untuk
mencukupi kekurangan air, ditambahkan akuades steril yang mendidih
melalui ampasnya hingga volume mencapai 100 ml.35
7Skrining Fitokimia
Pemeriksaan Alkaloid
Infusa sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan dengan 1 ml HCl 2 N. Masing-masing 1 ml filtrat diambil dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi 1, 2, dan 3. Kemudian ditambahkan
dua tetes pereaksi Mayer pada tabung 1, dua tetes pereaksi Wagner pada
tabung reaksi 2, dan dua tetes pereaksi Dragendroff pada tabung reaksi 3.
Hasil positif ditandai dengan terbentuk endapan putih pada tabung reaksi
1, endapan coklat pada tabung reaksi 2, dan endapan orange pada
tabung reaksi 3. Pemeriksaan diulang tiga kali.
Pemeriksaan Fenol
Infusa sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan tiga tetes air panas dan tiga tetes pereaksi besi (III) klorida
1%. Perubahan warna larutan menjadi warna hijau, biru atau ungu
menunjukkan adanya senyawa fenol. Pemeriksaan diulang tiga kali.
Pemeriksaan Flavonoid
Infusa sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
ditambahkan dengan serbuk magnesium sebanyak 1 g dan 1 ml larutan
asam klorida pekat. Perubahan warna larutan menjadi warna kuning
menandakan adanya flavonoid. Pemeriksaan diulang tiga kali.
Pemeriksaan Saponin
Infusa sebanyak 2 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 10 ml air, setelah itu dikocok dengan kuat selama 10 menit
lalu dibiarkan selama 10 menit. Buih/busa yang terbentuk dan bertahan
lebih dari 10 menit menunjukkan adanya saponin. Pemeriksaan diulang
tiga kali.
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Infusa sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 3 tetes besi (III) klorida 5%. Bila terbentuk warna biru tua
menunjukkan adanya tanin. Pemeriksaan diulang tiga kali.
Pemeriksaan Terpenoid-Steroid
Infusa sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan dengan 1 ml asam asetat glasial dan 1 ml larutan asam
sulfat pekat. Jika warna larutan berubah menjadi biru atau ungu,
menandakan adanya kelompok senyawa steroid, jika warna larutan
berubah menjadi merah menunjukkan adanya kelompok senyawa
terpenoid. Pemeriksaan diulang tiga kali.
Karakterisasi Bakteri Uji
Karakterisasi bakteri uji dilakukan dengan pewarnaan gram, uji
hemolisis darah, dan uji basitrasin pada agar darah.
Prekultur Bakteri
Prekultur dibuat dengan cara menginokulasikan 4 ose kultur bakteri
dari agar miring NA ke dalam 4 tabung berisi agar miring MHA. Kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC.
Perhitungan Jumlah Bakteri
Jumlah bakteri yang diuji dihitung berdasarkan perhitungan kekeruhan
yang disetarakan dengan Mc Farland 0,5 dengan jumlah bakteri 108
sel/ml. Sebanyak  2 ose kultur bakteri uji dalam NaCl 0,9% dikocok
sampai kekeruhannya sama dengan larutan Mc Farland 0,5 sehingga
diperoleh jumlah bakteri uji sebesar 108 sel/ml.
9Kontrol Negatif dan Kontrol Positif
Kontrol negatif yang digunakan dalam penelitian ini adalah akuades
steril. Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adalah eritromisin
15µg/disk.
Uji Aktivitas Bakteri
Pengujian daya hambat infusa daun paku sisik naga terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes dilakukan dengan metode
difusi cakram menggunakan kertas saring berdiameter 6 mm. yakni kapas
usap steril dicelupkan ke dalam suspensi bakteri uji yang telah
disesuaikan kekeruhan suspensi inokulumnya, kemudian kapas diputar
beberapa kali dan ditekan ke dinding tabung di atas cairan untuk
menghilangkan inokulum yang berlebihan pada kapas. Setelah itu, bakteri
uji diinokulasikan pada permukaan media MHA dengan mengulaskan
kapas berisi suspensi bakteri di seluruh permukaan media. Prosedur ini
diulangi sebanyak dua kali dengan pemutaran media MHA setidaknya 60o
untuk memastikan pemerataan inokulum pada seluruh permukaan agar.36
Tahap berikutnya, kertas cakram yang telah direndam dalam larutan
sampel infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) dan kontrol
negatif akuades steril selama 15 menit ditempatkan pada permukaan
media MHA yang telah diinokulasi bakteri uji menggunakan pinset steril.
Setelah itu, baru masing-masing kertas cakram berukuran 6 mm sebanyak
4 buah diletakkan di atas media MHA tersebut dengan jarak tiap cakram
sebesar 3 cm dan dari tepi lempeng sebesar 2 cm.36,37
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Skrining Fitokimia
Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia
No. Pemeriksaan
Pereaksi Hasil Keterangan
1. Alkaloid Mayer - Tidak terbentuk
endapan putih
Wagner + Terbentuk endapan
coklat
Dragendorff - Tidak terbentuk
endapan orange
2. Senyawa
fenol
Air panas, Besi (III)
klorida 1%
+ Terbentuk warna
hijau
3. Flavonoid Mg, HCl + Terbentuk warna
kuning
4. Terpenoid CH3COOH glasial,
H2SO4 pekat
+ Terbentuk warna
merah
5. Steroid CH3COOH glasial,
H2SO4 pekat
- Tidak terbentuk
warna biru atau ungu
6. Saponin Air + Terbentuk buih/busa
yang bertahan lebih
dari 10 menit
7. Tanin Besi (III) klorida
5%
+ Terbentuk warna
biru tua
Keterangan:
(+) : Hasil positif, terdapat kandungan senyawa
(-)  : Hasil negatif, tidak terdapat kandungan senyawa
Identifikasi Bakteri Uji
Hasil pewarnaan gram pada bakteri uji menunjukkan bakteri gram
positif berbentuk kokus dan tersusun seperti rantai. Pada uji hemolisis
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menunjukkan zona hambat bening (hemolisis sempurna/hemolisis tipe
beta) di sekitar koloni. Pada uji basitrasin pada agar darah didapatkan
zona hambat.
a b c
Gambar 1. Hasil Karakterisasi Bakteri Uji
a. Pewarnaan Gram: Bakteri gram positif berbentuk kokus
berantai
b. Uji Hemolisis : Zona hemolisis jernih (hemolisis sempurna)
c. Uji Basitrasin: Terdapat zona hambat di sekitar diskus.
Uji Aktivitas Antibakteri
Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri
No. Konsentrasi(mg/ml)
Diameter Zona Hambat (mm) Rata-
rata
(mm)
Pengulangan ke-
I II III IV
1. 120 0 0 0 0 0
2. 60 0 0 0 0 0
3. 30 0 0 0 0 0
4. 15 0 0 0 0 0
5. 7,5 0 0 0 0 0
6. Kontrol (-) 0 0 0 0 0
7. Kontrol (+) 33 35 32 33 33,25
Keterangan:
(0) : Tidak terdapat zona hambat
12
Antibiotik eritromisin sebagai kontrol positif menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri yang ditandai dengan adanya zona hambat yang
terbentuk setelah inkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC dengan
diameter zona hambat rata-rata 33,25 mm setelah diukur menggunakan
jangka sorong. Diameter rata-rata 33,25 mm pada kontrol positif dengan
empat kali pengulangan menunjukkan bahwa eritromisin masih sensitif
terhadap bakteri S. pyogenes. Kepekaan antibakteri menggunakan
eritromisin 15 μg/disk dilihat berdasarkan ukuran zona hambat yang
terbentuk setelah inkubasi yaitu ≥ 21 mm diinterpretasikan sebagai
sensitif, 16-20 mm intermediate, ≤ 15 mm resisten.36 Akuades steril
sebagai kontrol negatif tidak memiliki aktivitas antibakteri yang ditandai
dengan tidak adanya zona hambat yang terbentuk di sekitar cakram. Hal
ini menunjukkan bahwa akuades yang digunakan sebagai pelarut dalam
ekstraksi tidak memiliki aktivitas antibakteri. Hasil uji aktivitas antibakteri
infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) dengan variasi
konsentrasi 120 mg/ml, 60 mg/ml, 30 mg/ml, 15 mg/ml, dan 7,5 mg/ml
dengan empat kali pengulangan setelah diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37oC menunjukkan tidak adanya aktivitas antibakteri terhadap
pertumbuhan S. pyogenes.
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Gambar 2. Hasil uji Aktivitas Antibakteri Infusa Daun Paku Sisik Naga dan
Kelompok Kontrol
a. Kontrol negatif
b. Kontrol positif
c. Konsentrasi 7,5 mg/ml
d. Konsentrasi 15 mg/ml, 30 mg/ml, 60 mg/ml, 120 mg/ml
Tidak adanya aktivitas antibakteri infusa daun paku sisik naga (D.
piloselloides L.) diduga dipengaruhi oleh pemilihan metode ekstraksi dan
faktor virulensi bakteri uji. Pemilihan metode ekstraksi diduga
mempengaruhi kadar senyawa metabolit sekunder yang dapat tersari.
Metode ekstraksi dibagi menjadi cara dingin dan cara panas. Ekstraksi
cara dingin yaitu maserasi dan perlokasi, sedangkan ekstraksi cara panas
yaitu refluks, soxhlet, digesti, dan infus.7 Pelarut merupakan faktor yang
penting dalam proses ekstraksi. Pelarut yang digunakan adalah pelarut
yang dapat menyari sebagian besar metabolit sekunder yang diinginkan
dalam simplisia.38
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Pada dasarnya pelarut polar akan melarutkan solut yang bersifat polar
dan pelarut non-polar akan melarutkan solut yang bersifat nonpolar.39
Pada penelfitian ini digunakan metode ekstraksi infus atau infundasi
dengan pelarut air. Air merupakan pelarut yang bersifat polar dengan sifat
kepolaran yang sangat tinggi.40 Pertimbangan air dipakai sebagai penyari
karena air mudah diperoleh dan murah, stabil, tidak mudah menguap dan
tidak mudah terbakar, tidak beracun, dan alamiah. Namun penggunaan air
sebagai pelarut memiliki beberapa kerugian yaitu, tidak selektif, sari dapat
ditumbuhi kapang dan kuman dan cepat rusak, serta untuk pengeringan
diperlukan waktu lama.35
Aseton, metanol dan etanol merupakan pelarut yang bersifat
semipolar. Aseton merupakan pelarut yang paling baik dalam
mengekstraksi gugus fenol, namun ekstraksi tersebut akan menimbulkan
residu aseton yang banyak.41 Metanol bersifat lebih polar dibandingkan
etanol namun bersifat sitotoksik.42 Ekstrak etanol lebih efektif pada
tumbuhan yang mengandung polifenol, karena ekstrak etanol memiliki
polaritas yang hampir sama dengan polifenol. Pelarut air memiliki tingkat
kelarutan yang rendah dibandingkan dengan pelarut metanol dan etanol,
dimana tingkat kelarutan air adalah 29,775%, metanol 39,858%, dan
etanol 42,375%.  Rendahnya tingkat kelarutan tersebut menyebabkan
kemampuan air dalam menyari senyawa metabolit menjadi kurang.43
Penelitian yang dilakukan oleh Kurniawati et al. (2013) menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daun kelor (Moringa oleifera) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa dibandingkan dengan
ekstrak air dari daun kelor (Moringa oleifera).44 Hal ini diduga karena
pelarut etanol memiliki tingkat kelarutan yang lebih tinggi dibandingkan
pelarut air sehingga senyawa metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
antibakteri dapat tersari lebih banyak. Menurut Arifianti et al. (2014),
pelarut etanol merupakan  pelarut pengekstraksi  yang  paling dipilih
untuk  pembuatan  ekstrak.45 Dugaan tersebut diperkuat oleh penelitian
Hanina (2014) dan Sepra (2015) menunjukkan bahwa paku sisik naga
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memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Streptococcus viridans,
Escherichia coli, dan Staphylococcus epidermidis. Pada penelitian-
penelitian tersebut menggunakan metode ekstraksi dengan pelarut
metanol dan etanol.46,47
Air merupakan pelarut universal, memiliki polaritas yang paling
besar.42 Penggunaan pelarut air diharapkan dapat menyari senyawa-
senyawa metabolit sekunder yang bersifat polar. Alkaloid, tanin, flavonoid,
fenol dan saponin merupakan senyawa yang bersifat polar, sedangkan
triterpenoid merupakan senyawa yang bersifat non polar.48,49 Pada
skrining fitokimia yang dilakukan terhadap infusa daun paku sisik naga (D.
piloselloides L.), diketahui bahwa terdapat kandungan senyawa metabolit
berupa fenol, flavonoid, terpenoid, saponin dan tanin.  Fenol, flavonoid,
saponin dan tanin merupakan senyawa yang bersifat polar sehingga dapat
tersari oleh air yang bersifat polar, sedangkan hasil positif pada terpenoid
diduga karena terpenoid merupakan kelompok triterpenoid, dimana
beberapa senyawa triterpenoid yang memiliki struktur siklik berupa
alkohol, aldehid atau asam karboksilat dengan gugus –OH mengakibatkan
senyawa ini bersifat semipolar sehingga dapat disari oleh pelarut yang
bersifat polar seperti air.48
Senyawa-senyawa metabolit yang terkandung dalam infusa daun
paku sisik naga (D. piloselloides L.) memiliki mekanisme sebagai
antibakteri yang berbeda-beda. Fenol dapat menghambat pertumbuhan
bakteri  karena dapat mengoksidasi bakteri dengan cara merusak dinding
sel bakteri, menghilangkan substrat, menonaktifkan enzim, berikatan
dengan adhesin yang merupakan protein pada bakteri.50 Flavonoid yang
merupakan turunan senyawa fenol bekerja sebagai antiseptik dan
disinfektan dengan cara denaturasi dan koagulasi protein sel bakteri.
Pada konsentrasi yang rendah terbentuk kompleks protein-fenol dengan
ikatan lemah dan segera mengalami peruraian sehingga aktivitas
antibakterinya menjadi lemah.51 Penelitian yang dilakukan oleh Manimozhi
et al. (2012) membuktikan bahwa semakin tinggi konsentrasi flavonoid
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dalam suatu ekstrak maka akan semakin baik kemampuannya
menghambat petumbuhan bakteri.52 Saponin bekerja sebagai antibakteri
dengan cara meningkatkan permeabiitas membran sel. Struktur yang
berperan sebagai antibakteri adalah aglikon yang masuk ke dalam lapisan
lipid bilayer bakteri. Saponin dengan konsentrasi tinggi mampu melisiskan
membran sel, sementara saponin dengan konsentrasi rendah hanya
mampu berinteraksi dengan membran sel tetapi tidak sampai melisiskan
sel.53 Tanin memiliki aktivitas antibakteri dengan merusak komponen
membran sel, dinding sel, enzim, materi genetik, maupun komponen
berprotein lainnya.54 Sifat antibakteri tanin tergantung pada berat  molekul
dan konsentrasi tanin yang digunakan. Tanin dengan berat  molekul
rendah memiliki  aktivitas  yang lebih  baik daripada tanin dengan berat
molekul yang  lebih  besar.55 Penelitian yang dilakukan oleh Al-Ani et al.
(2008) menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi tanin yang
digunakan maka semakin besar diameter zona hambat bakteri yang
terbentuk.56 Terpenoid yang bersifat lipofilik memiliki aktivitas antibakteri
dengan cara merusak membran sel bakteri, senyawa ini akan bereaksi
dengan sisi aktif membran, melarutkan konstituen lipid dan meningkatkan
permeabilitasnya.57 Adanya senyawa-senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.) yang
hanya dideteksi secara kualitatif lewat skrining fitokimia diduga berjumlah
sedikit sehingga tidak cukup adekuat dalam menghambat pertumbuhan
bakteri S. pyogenes.
Faktor virulensi bakteri uji diduga turut mempengaruhi hasil uji
antibakteri infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.). Streptococcus
pyogenes merupakan bakteri gram positif yang memiliki berbagai faktor
virulensi yang dapat menyebabkan bakteri ini tahan terhadap senyawa
antibakteri ini antara lain kapsul hialuronat dan protein-protein yang
disekresi. Bakteri S. pyogenes diselubungi oleh kapsul yang terdiri dari
asam hialuronat yang berfungsi untuk resistensi terhadap pagositosis dan
untuk perlekatan bakteri terhadap sel epitel pejamu.58 Pada lapisan
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membran luar terdapat molekul protein khusus yang disebut porin yang
memungkinkan terjadinya difusi pasif komponen hidrofilik dengan berat
molekul rendah sehingga molekul antibakteri yang cenderung berukuran
besar relatif lambat saat menembus membran luar yang menyebabkan
bakteri relatif lebih resisten terhadap antibakteri.10 Protein M yang
merupakan faktor virulensi utama bakteri S. pyogenes yang tampak
seperti rambut pada permukaan sel dan bersifat tahan panas dan resisten
terhadap pagositosis.59 Bakteri ini juga mensekresi 2 jenis hemolisin yakni
streptolisin O dan streptolisin S yang dapat menghancurkan eritrosit,
leukosit polimorfonuklear, trombosit, dan organel sel dengan membuat
lubang pada membran sel.60 Faktor virulensi bakteri menggambarkan
kekuatan suatu strain dalam pertahanan terhadap pajanan zat antibakteri.
Seperti telah dipaparkan sebelumnya, S. pyogenes memiliki berbagai
faktor virulensi yang membuatnya mampu bertahan terhadap sistem imun
maupun antibakteri.
Selain pemilihan pelarut dalam ekstraksi dan faktor virulensi bakteri
uji, faktor lain yang diduga turut mempengaruhi uji aktivitas antibakteri
yaitu faktor teknis dan faktor biologis.36 Faktor teknis yang dapat
mempengaruhi aktivitas antibakteri secara in vitro adalah jumlah inokulum,
suhu, dan lama inkubasi.9 Faktor-faktor teknis tersebut dapat dikendalikan
oleh peneliti selama penelitian. Jumlah inokulum telah disesuaikan
dengan standar 0,5 Mc Farland atau setara dengan 1 x 108 bakteri/mL.
Proses inkubasi juga telah diatur dalam keadaan yang optimal dengan
suhu inkubasi 37oC dan lamanya inkubasi selama 24 jam.
Faktor biologis terdiri dari persisters dan resistensi.36 Persisters
berasal dari sel-sel yang dorman atau bereplikasi dengan lambat sehingga
tidak dapat dibunuh oleh zat antibakteri. Tingkat membunuh suatu
antibakteri berbanding lurus dengan laju pertumbuhan bakteri. Dengan
demikian, semakin lambat laju pertumbuhan bakteri, semakin lambat efek
bakterisida suatu agen antibakteri. Faktor persisters sudah dikendalikan
dengan penggunaan inokulum yang tidak lebih dari 24 jam atau inokulum
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fase logaritmik dimana pada fase ini bakteri sedang aktif membelah
sehingga diharapkan efek antibakteri dapat optimal.61
Faktor biologis berikutnya adalah resistensi. Beberapa mekanisme
yang menyebabkan bakteri bersifat resisten terhadap agen antibakteri
antara lain, produksi enzim yang menghancurkan zat aktif, mengubah
permeabilitasnya, mengubah target struktural untuk antibakteri, melakukan
perubahan jalur metabolik dan perubahan enzim yang masih dapat
melakukan fungsi metaboliknya tetapi kurang dipengaruhi oleh obat.10
Penelitian yang dilakukan oleh Dundar et al (2010) dan Ardanuy et al
(2010) menunjukkan bahwa terjadi resistensi bakteri S. pyogenes
terhadap antibiotik golongan makrolid dan tetrasiklin secara klinis.14,15
Makrolid dan tetrasiklin merupakan antibiotik yang sama-sama memiliki
mekanisme kerja dengan menghambat sintesis protein bakteri.62 antibiotik
tersebut memiliki mekanisme kerja yang hampir serupa dengan senyawa-
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada infusa daun sisik naga
(D. piloselloides L.) yang sebagian besar menghambat sintesis asam
nukleat bakteri, sehingga diduga tidak adanya efek antibakteri infusa daun
paku sisik naga (D. piloselloides L.) terhadap pertumbuhan S. pyogenes
diakibatkan adanya cara kerja resistensi bakteri yang serupa terhadap
beberapa antibiotik tersebut. Resistensi merupakan faktor yang tidak
dapat dikendalikan oleh peneliti.
Faktor-faktor seperti pemilihan metode ekstraksi, faktor virulensi
bakteri yang telah dijelaskan diatas merupakan beberapa penyebab yang
dapat mempengaruhi hasil dari penelitian ini yaitu tidak ditemukannya
aktivitas antibakteri infusa daun paku sisik naga (D. piloselloides L.)
terhadap S. pyogenes.
KESIMPULAN DAN SARAN
Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam infusa daun
paku sisik naga (Drymoglossum piloselloides L.) adalah fenol, flavonoid,
tanin, saponin, dan triterpenoid. Infusa daun paku sisik naga
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(Drymoglossum piloselloides L. ) tidak memiliki aktivitas antibakteri
terhadap pertumbuhan bakteri S. pyogenes.
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai infusa daun paku sisik
naga (Drymoglossum piloselloides L.) terhadap bakteri gram positif
maupun gram negatif lainnya. Serta perlu penelitian lebih lanjut
menggunakan pelarut lainnya seperti etanol dan metanol.
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